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(Delaney et al.， 1995; Schweizer et al.， 1997)やbenzo・(1ム3)-thiadiazo le-7 -c紅bothioicacid 
S-methyl ester (Kessmann et al.， 1994; Gorlach et al.， 1996; Benhamou and Belanger， 1998) 
はこのような抵抗性を活性化する薬剤として実用化されている.また薬剤ではなく，
土壌や植物体から単離した非病原性もしくは弱毒性レースを植物に処理することに
よっても植物が抵抗性を獲得する例が知られている (Gesslerand Ku"'c， 1982; Doubrava 
et al.， 1988; Rausher et al.， 1993; Simms and Vision， 1995; Pieterse et al.， 1996; Hoffland et 
al.， 1996). このような微生物を実際の病害防除に用いる方法も試みられている
(Wel1er， 1988) (Honda， 1997) (Honda， 1997) (山田他， 1997). そのなかでも，非病原
性フザリウムを用いたサツマイモつる割れ病の防除法は園場で高い効果を発揮し，
現在実用化されている数少ない例のうちの一つである (Ogawaand Komada， 1984) 
(Ogawa， 1988). 
















oxysporum Cnon-pathogenic Fusarium ;悶 F)を郎、る防除法はサツマイモつる割れ病
に対して高い防除効果を示し，現在ではNPF菌体が製剤化され実用化されている
(Ogawa釦 dKomada， 1984; Ogawa， 1988). この防除法はサツマイモの作付け時に苗の
切り口基部をその胞子懸濁液で処理することによって行われる.この前処理をして
おくことによりその後の圃場での発病が大きく低減する。また同様の非病原性
Fusariumを用いる生物防除はホウレンソウ (Katsubeand Akasak:a， 1997)， トマト

















































ても誘導されること (Uritaniet al.， 1960; Oba et al.， 1982)，抗菌活性は病原に依存する






















存した.この保存菌株，非病原性フザリウム (Fusarium0勾sporum101-2: NPF) も
しくはサツマイモつる割れ病菌 (F.oxysporum f.sp. batatas 0-17 : PF) をそれぞれジャ
ガイモーしょ糖液体培地 100m1に接種し 7日間 280C，100 rpmで振塗培養した. こ












サツマイモ苦の切り口基部を NPF処理液 (108個 bud-cel1/ml)， PF処理液 (105
個 bud-celJml) および塩化銅処理液 25mM，そして対照として滅菌水にそれぞれ
500m1に浸漬し， 240Cに設定したガラス温室内で 20時間保持した.これらを滅菌
水， PF処理液および塩化銅水溶液にそれぞれ移植，もしくはそのまま保持し同様の











開放置した.これに NPF胞子懸濁液50凶 (108/ml) もしくは塩化銅 (n)水溶液 30
凶 (100mM)を塗布した.コントロールには蒸留水 30μlを用いた.湿室内，暗条






0-5000 )を用いて分析を行った.分析にはカラム Quadrex@MS (25 mX 0.25 mmI.D.， 
0.25凶nfIlrn血ickness)を用いた.スプリットレス法にて試料溶液 1μlを注入し，移
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retention time (min) 








Ipomeamarone (濃度:100， 10 ppm) を含む 1% (vjv)エタノール， 1 % (vjv)しょ
糖溶液中に PF胞子を懸濁し (105/ml) 100中m，250C暗条件下で振塗した. 24時間
後，スライドガラス上に懸濁液を移し，顕微鏡にて胞子の発芽を観察した.コント



















ipomeam紅oneは誘導されなかった (Table1-1) . 
地下部
NPF処理をした地下部では 3日後に 15.2同/gFW，塩化銅水溶液処理区で 9.0
陀jgFWのipomeamaroneがそれぞれ蓄積していた.コントローノレには ipomeamarone
は検出されなかった (Table1-1) . 
Table 1-1 処理後サツマイモ組織中の lpomeamarone含量
処理 地上部 根部
対照 nda) nd 
NPF nd 15.2 
PF nd _b) 






























たという報告がなされている (Cl紅ket al. 1981). Ipomeamaroneの生合成および代謝
に関する研究がなされており，し、くつかの前駆体もしくは代謝産物と思われる成分
が単離，構造決定されている (Figure1-1， Kato et a1.， 1971; Yang et a1.， 1971; Oguni and 
Drit出世， 1973; Burka et a1.， 1974; Burka and Iles， 1979). その中の ipomeamaronolは代謝











3-Furoyl chloride (1) 
3-Furoic acid 15.7 g (0.14 mol) を 100ml容ナスフラスコに入れ，これに
thionyl ch10ride 50 m1 (0.7 mol) を加えた.容器に冷却管(乾燥管付き)を取り付け，
700Cで3時間還流した.加熱開始後直ちに釦roicacidが溶解し，褐色の溶液になる
と共に塩化水素が発生した.過剰の thionylch10rideを留去した後，減圧蒸留により
目的化合物 14.7g (bp. 82-85 oC/80 rnmHg)を得た. (収率 80%) 
性状:無色結晶
IR (f出n)v(cm-1): 1760， 1160， 800 
Ethy 1 3-(3' -fury 1 )-3-oxoproponoate (3) 
温度計，滴下漏斗，アルゴンガス導入管を装着した 500m1容の四頚フラスコを
用意した.セプタムで密閉し内部をアルゴ、ンで置換した.反応はアルゴン雰囲気下
で行った.乾燥THF200 ml， 1，1，1，3ム3-hexameth y ldisilaz組 e25.4 m1 (0.12 mol) を注
入した後，水冷しつつ 50C以下でルbutyllithium78 m1 (0.12 mol) を滴下した. 30分
間f是非の後， ドライアイス/メタノーノレ浴で-700Cに冷却した.乾燥酢酸エチル5.90
ml (60 mmo1)を滴下し，さらに1.5時間援枠した.乾燥ηIF50 mlで希釈した




減圧蒸留によ り目的化合物 8.87g (bp. 89-960C/0.8 mmHg) を得た. (収率89%) 
性状 :無色液体
lH-NMR (chloroform-d) : a (ppm) 1.28 (3H， t，J=7.1Hz)， 
3.76 (2H， s)， 4.21 (2H， q，J=7.1Hz)， 


















6N HCl! acetone 
OH OH 
ラ 6 
4-(3'-Fury1)-4-oxobutanoic acid (5) 





ethy13-(3'-furyl)ふoxopropanoate(3) 9.10 g (50 mmol) を少量ずつ滴下した.











。 pyridine r. t. 40hr 
OAc 
























する事により目的化合物 5.40gを得た. (収率63%) 
性状:淡黄色結晶
lH-N1v偲 (chloroform-d) : a (ppm) 2.78 (2H， d， J=6.8Hz)， 
3.09 (2H， d，J=6.9Hz)， 6.78 (lH， dd， J=1.8， 0.8Hz)， 
7.45 (1H， m)， 8.07(1H， m) 
千(3'-Furyl)-千butylolactone(7) 
200ml容ナスフラスコに水酸化ナトリウム水溶液(蒸留水50mlに水酸化ナト
リウム1.3gを溶かしたもの)を入れ， これに4-(3'ー白ry1)-4-oxobutanoic acid (5) 
5.00g (29 mmol)を加え，撹持して完全に溶解させた.0.2N 水酸化ナトリウム水溶








化合物 3.32gを得た. (.収率75%) 
性状:無色油状物
lH-N1依 (chloroform-d) : a (ppm) 1.83-2.40 (1H， m)， 
2.51-2.66 (3H， m)， 5.46-5.50 (1H， m)， 
6.41 (lH， dd，J=.1.8， 0.8Hz)， 7.43-7.48 (2H， m)， 
IR(f出n)n(cm-1): 1770，1180，1160，920 
Ipomeanol acetate (9) 













目的化合物 2.13gを得た. (収率51%) 
性状:淡黄色油状物
lH-N1偲 (chloroform-d) : a (ppm) 2.04 (3H， s)， 
2.15 (3H， s)， 2.06・2.17(2H， m)， 2.43・2.49(2H. m). 




ゴン雰囲気下で行った.水冷下OOCでbutyllithium 63 ml (100 mmol) を加え、 ドラ
イアイス/メタノール浴で-700C以下に冷却した後、 dimethylmethylphosphonate 11.0 
ml (100 mmol)を滴下漏斗より少量ずつ加えた. 30分後，白色懸濁液となった反応





し，残澄から減圧蒸留により目的化合物 8.63g (81・84oC/0.15 mmHg) を得た. (収
率 83%) 
性状:無色液体
lH-NMR (chloroform-d) : (j(ppm) 0.93 (6H， d， J=6.7Hz)， 
2.15 (1H， m)， 2.50(2H， d，J=6.8Hz)， 3.17 (2H， d， J=22.6Hz)， 
3.79 (6H， d，J=11.2Hz) 
IR (film)v (cm-1): 2950， 1710， 1260， 1150 
Acetyl iso ipomeamarone {!_!2 






phosphoha飽 (10)2.62 g (13 mmol) をシリンジで少量ずつ加えた.この時，激しく
気泡が発生したので， 三方コ ックを少し開いて内圧があまり高くならないようにし
た.約 15分で気泡の発生が止まり，反応液が均一な溶液になったところで乾燥
D11E2mlで希釈した ipomeanolacetate (9) 1.47 g (7 mmol) をシリンジで加え， 55 
℃で40時間反応させた.時間の経過に伴い溶液は褐色になると同時に濁りを生じた.
後処理は行わず，反応溶液をそのままシリカゲ、ルカラムクロマトグラフィー(ゲ、ル
200 g，溶出溶媒ヘキサン:エーテル=4:1)を行った. 3種類の生成物 (Rf値






lH-NMR (chloroform-d) : (j (ppm) 0.92 (6H， d， J=6.6Hz)， 
1.80-2.00 (1H， m)， 2.05 (3H， s)， 2.04-2.17 (7H， m)， 
2.28 (2H， d，J=6.8Hz)， 5.76 (1H， m)， 6.2 (1H， d， J=1.1Hz)， 
6.39 (1H， m)， 7.38-7.42 (2H， m) 
IR(f出n)v(cm-1) : 1750， 1630， 1250 
(+ )-Ipomeameamarone (12) と(+)-epiipomeamarone (13) 








lH-NMR (chloroform-d) : (j(ppm) 0.87-0.92 (12H， m)， 
1.34 (6H， d，J=1.4Hz)， 1.83-2.02 (4H， m)， 1.03-2.30 (6H， m)， 
2.31-2.37 (4H， m)， 2.67 (4H， dd，J=15.0， 28.8Hz)， 
4.90 (2H， m)， 6.36 (2H， d， J=0.9Hz)， 7.37 (4H， m) 
lH-NMR (me白姐01-ι): (j (ppm) 0.86 (3H， d， J=6.7Hz)， 
0.87 (3H， d，J=6.7Hz)， 0.87 (3H， d， J=6.7Hz)， 
0.91 (3H， d，J=6.7Hz)， 1.31 (6H， s)， 1.8-2.3 (10H， m)， 
2.26 (2H， d，J=6.9Hz)， 2.39 (2H， d， J=6.9Hz) 2.6-2.8 (4H， m)， 
4.92 (2H， dd，J=7.8， 6.0Hz)， 6.41 (2H， m)， 7.43 (2H， m) 
元素分析:C，71.67 ; H，8.88 (理論値 C，71.97 ; H， 8.86) 
-19 -
(+)-Ipomeamarone (12) と(+)-epiipomeamarone (13)の分離







ルから，先に溶出する成分が 12で (8.0mg) ，後から溶出する成分が 13(6.9 mg 
であると同定した. 12および 13のデータを以下に示す.
121H-NMR (chloroform-d) : 8 (ppm) 
0.88 (3H， d， J=6.6Hz)， 0.89 (3H， d， J=6.6Hz)， 
1.33 (3H， s)， 1.8-2.3 (6H， m)， 2.32 (2H， d，J=6.1Hz)， 
2.68 (2H， dd， J=28.9， 14.9Hz)， 4.92 (IH， dd， J=7.5， 6.6Hz)， 
6.36 (lH， m)， 7.37 (2H， m) 
131H-NMR (chloroform-d) : {j (ppm) 
0.91 (6H， d， J=6.6Hz)， 1.34 (3H， s)， 1.9-2.3 (6H， m)， 
2.36 (2H， d， J=6.9Hz)， 2.70 (2H， s)， 




非病原性Fusarium(non-pathogenic Fusarium ; NPF)によってもたらされる抵抗
性はサツマイモつる割れ病に対して高い防除効果を示し，現在NPFをサツマイモ苗
に前処理する防除法が実用化されている (Ogawa，1988). また，サツマイモ (Ogawa
and Komada， 1984)だけでなくホウレンソウ (Katsube如 dAkasaka， 1997)，カーネーショ
ン(Bakeret al.， 1978)，キウリ (Gesslerand Ku"c， 1982)やトマト (Watanabeet al.， 1991) 
などにも NPFによって抵抗性が誘導されることが報告されている. しかしNPF一植

























病原性フザリウム (Fusariumoxysporum 101-2 : NPF) もしくはサツマイモつる割れ
病菌 (F.oxysporum f.sp. batatas 0・17: PF) をそれぞれジャガイモーしょ糖液体培地
100 mlに接種し 7日間 280C，100中mで振塗培養した.これをガーゼ 1枚でろ過し，





80 % (v/v)アセトン水溶液 5m1に浸潰し室温で一晩放置した.得られた抽出液の吸
光度を 645および663nmにおいて測定し，以下の式(Arnon，1949)にしたがって葉
緑素量を算出した.













前処理 11 111 IV 





















~HP04 1 g 
KCl 0.5 g 




寒天 15 g 
蒸留水 11に溶かし，オートクレイプを 1200Cで 10分行う.滅菌終了後
45 -50't程度にまで冷やした後， PCNB (pentachloronitrobenzene 75 % 










Figure 2-1 PF処理 10日後のソライロアサガオ子葉に見られる病徴.
ソライロアサガオ幼苗に対して， NPF処理 (ld胞子Iml)，対照処理(蒸留

























この抑制効果は行った前処理のNPF胞子密度に依存した CFigure2-4) . NPF胞子
懸濁液の胞子密度を103- 109/mlで、処理を行ったところ， PFによる葉緑素の減少の抑
制効果はNPF胞子密度が 104/ml程度では見られなかったものの， 10勺mlから徐々に
上昇し， 10~加1 で顕著な減少は見られなくなった. NPF前処理の時間を変化させる
ことによる黄化抑制効果が見られた. NPF胞子懸濁液 CI08/ml)を5秒間もしくは
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， ? ?9 
log (NPF bud-cellslml) 













懸濁液 (105bud-cells/m1)に移植した処理区(.).B: NPF 20時間処理後の葉緑素量









を駒田Table 2-1 (p 23参照)に示したようにソライロアサガオの各部分 (I-IV)
培地上で培養し PF菌の検出を行った結果を示した.蒸留水を前処理した後， PF処
この幼苗から採取理を 12日間行った処理区では葉部に激しい黄化と萎れを生じた.














































行いPF処理を 12日間行ったソライロアサガオ幼苗の部分 1，11および IVからは
PFおよびNPFはどちらも検出されなかった.NPF前処理区の茎部Iからはコロニー
が形成されているのが観察されたが， NPFとPFの区別はできなかった.以上の結

































and Wit， 1988; Doubrava et al.， 1988; Pospieszny et al.， 1991; Cheong and H泣m，1991; 
Yamada et al.， 1993; Doares et al.， 1995). これらの化合物の認識につづいて植物細胞内
に何らかのシグ、ナノレが伝達され核にいたる.その結果，抵抗反応関連遺伝子の転写
が活性化される(W訂det al.， 1991). この異物の認識から核に到るまでの聞に作用し，
抵抗反応を誘導する化合物を外部から処理すると種々の抵抗反応を引き起こすこと
が知られている (Kessmannet al.， 1994).特にタバコやキウリでは内因性のシグナル
伝達物質であることが示されている salicylicacid (SA) (Mils and Wood， 1984; 
Malamy et al.， 1990; Chen et al.， 1995; Meuwly et al.， 1995; Shulaev et al.， 1997)やjasmoic
acid (Creelman and Mullet， 1995; Blechert et al.， 1995; Schweizer et al.， 1997; Wasternack 
組 dP紅白ier，1997)は外部からの処理によっても植物に抵抗反応を引き起こす.また
SAが作用する経路上に作用点を持っと考えられている 2.6-dichloroisonicotinicacid 
(Delaney et al.， 1995; Schweizer et al.， 1997)やbenzo-(1ム3)-thiadiazole-7-c釘bothioicacis 
S-methyl ester (B百1)(Gorlach et al.， 1996; Benhamou組 dBel叩 ger，1998)も同様に抵抗
反応を引き起こす.またジニトロアニリン系の除草剤にメロンやトマトの Fusarium
病に対する抵抗性を誘導する活性が見出されている(Bolteret al.， 1993; Starratt and 
Lazarovits， 1996; Starratt and Lazarovits， 1999). 
また病原の侵入にともなって生ずる抵抗反応には植物ホルモンが関係している
と考えられている(Szirakiet al.， 1980; Whenham， 1989; Zieslin et al.， 1996; Whenham et 
-34-
al.， 1986)・実際にこれらを処理すると抵抗性が誘導されるとしづ報告がなされてい






植物ホルモンは6・benzyladenine(6BA， Kojin) ，子indolebutyricacid (IBA，ナカラ
イテスク)， gibberellic acid (GA，ナカライテスク)およびabscisicacid (ABA，和光
純薬)を用いた.また salicylicacid (SA) とmethyljasmonate (JAMe)は和光純薬か
































(GA ジベレリ ンを110-0.1μM，(IBA) ソライロアサガオ幼苗にオーキシン
を950-1μMそしてabscisicacid (ABA) (6BA) サイトカイニン)を 110-0.1μM， 
PF胞子懸濁液 (105/ml)前処理した後，を230-2.3μMの濃度で、それぞれ 20時間，



















110 11 1.1 0.1 
ffiA 蒸留水 0.58(0.02) 0.65 (0.08) 0.43 (0.05) 0.56 (0.06) 0.49 (0.02) 
NPF 0.93 (0.09) 
950 95 9.5 1 
6BAa) 蒸留水 0.41(0.08) 0.43 (0.06) 0.35 (0.02) 0.29 (0.01) 0.41 (0.04) 
NPF 0.79 (0.09) 
100 10 1 0.1 
GA 蒸留水 0.58(0.02) 0.42 (0.04) 0.56 (0.04) 0.43 (0.03) 0.40 (0.02) 
NPF 0.93 (0.09) 
230 23 2.3 
ABAb) 蒸留水 0.61(0.06) 0.75 (0.09) 1.0 (0.05) 0.75 (0.06) 
NPF 1.3 (0.15) 
それぞれの数値は薬剤処理を前処理した後， PF処理を 7日間行った幼苗の子葉中に含まれる葉
緑素量[mg/gFW，(SE， n=3)]を表している.NPFは胞子密度 108/m1にて行った.
a) 0.05 M KC1を含む
b) 1 % (v/v) e由加01を含む
3・3・3 抵抗性誘導薬剤処理による抵抗性誘導
現在，植物の抵抗反応誘導機構を活性化し，病害に対する抵抗性を植物に付与










1000 100 10 1 
SA 蒸留水 0.43(0.04) 0.49 (0.14) 0.40 (0.05) 0.35 (0.03) 0.33 (0.04) 
NPF 1.2 (0.16) 
67 6.7 0.7 
INAa) 蒸留水 0.43(0.05) 0.47 (0.03) 0.57 (0.08) 0.48 (0.08) 
NPF 0.91 (0.02) 
45 4.5 
JAMe) 蒸留水 0.84(0.09) 0.67 (0.05) 0.82 (0.02) 
NPF 1.2 (0.11) 
310 31 3.1 
TFLa) 蒸留水 0.61(0.06) 1.0 (0.07) 1.1 (0.08) 0.83 (0.17) 
NPF 1.3 (0.15) 
それぞれの数値は薬剤処理を前処理した後， PF処理を 7日間行った幼苗の子葉中に含まれる葉緑
素量[mg/gFW， (SE， n=3)]を表している.NPFは胞子密度 108/m1にて行った.

























てSA(Mal創nyet al.， 1990; Delaney et al.， 1994; Ryals et al.， 1995)とjasmonicacid 


















に存在している chitinや glucanの断片，植物組織を構成している pectin断片などを
手がかりに植物は侵入者を認識すると考えられている (Cheonget al.， 1991; Yamada et 
a1.， 1993; Knogge， 1996). また抵抗反応としては，抗菌活性を有したファイトアレキ
シンの蓄積 (Baileyand Mansfield， 1982)や細胞壁のリグニン化 (Kelleret al.， 1996; 
Ralph et al.， 1998)などが挙げられる.またフェニルプロパノイド生合成経路などの






























4・2・2 Phenylalanineαmmonia-Iyαse (PAL) [EC 4.3.1.5]の抽出および活性測定
ソライロアサガオ幼苗を茎部(切り口基部より 2.5cmを茎下部，残りの部分を
茎上部とした.各約 0.13g FW)および子葉(約 0.16gFW) にカミソリにて切り，
それぞれを 5叩OmMTru
中でで、海砂とともに氷冷下でで、手乳し鉢でで、磨砕した.抽出液を 15，000X G， 10分間， 40Cにて
遠心した後，上澄みを酵素液として用いた.酵素液 (100凶)を 100μlの100mM
Tris-HCl緩衝液 (pH8.4， 10 mM L-pheny1alanineを含む)に加え， 300Cで30分間保
持したのちに酢酸50凶を加え反応を停止した.この反応液 10μlを逆相高速液体ク
ロマトグラフィーにて分析した.移動相は 60%(v/v) メタノール水溶液(流速 0.8
ml/min) ，カラム COSMOSIL5C18-AR I (150 x 4.6 mmLD.) を用いた.検出はuv
(280nrn) にて行い生成した trans-cinnamateを検出，定量した.反応に用いたタン





を80% (v/v) メタノール水溶液 2m!とともにグラスホモジナイザーで磨砕した.
磨砕液を 3，OOOXGで 10分間遠心した.上澄み液をあらかじめ蒸留水で平衡化した
Sep-Pak⑧ C18 (Millipore) に注入した後カートリッジをメタノール2mlで溶出した.
溶出液を窒素気流により溶媒を除いた後，残澄に 80% (v/v) メタノーノレ水溶液500
μを加え分析試料とした.分析は逆相液体クロマトグラフィーにて行った.20% 
v/v)メタノール水溶液 [0.1% (v/v)ギ酸を含む]で平衡化したカラム YMC-pak
ODS-A (150 X 4.6mm I.D.) に試料 10μlを注入した後，移動相の流速を 0.8ml/min 
に保ち，グ、ラディエント溶出法にて溶出させた(島津製作所LC-10AS型ポンプ2
台).グラデイエントプログラムは以下に述べるとおりである.開始後 2分間は，
20%メタノールに保ち，その後 1.2% /minで27分で 50%にまでメタノール含量を




ソライロアサガオ幼苗茎部切り口基部を NPF胞子懸濁液 (108，加1) に浸漬し 25
oc，明条件下で20時間保持した.これを蒸留水に移しさらに 28時間保持した.処
理後の幼苗 (120g FW) を300mlの80% (v/v)メタノール水溶液とともにメカニ
カルホモジナイザー (AM-7homogenizer， 日本精機製)で破砕し，得られた破砕液
を3，000XGで 10分間遠心した.この上澄み液を減圧濃縮し 50% (v/v)メタノール
水溶液 2m!に溶解した.この溶液を，前もって蒸留水で充填した Sep-Pak@C18カー
トリッジに注入し 50% (v/v) メタノール水溶液 5mlで溶出した.溶出液を減圧濃
縮した後，分取ー逆相高速液体クロマトグラフィーを用いて分離した.移動相は 15
% (v/v)メタノール水溶液 [0.1% (v/v)ギ酸を含む]とし，カラムは COSMOSIL
-43 -
5C18-AR (250 x 20 mm I.D.) を用いた.溶出ピークの検出はUV254nmにて行っ
た.目的の画分を分取し scopolin (成分4-A) 5.3 mgを得た.
4・2・5 Scopolinの同定
成分4-AのlH_， 13Cー 核磁気共鳴 (nuclearmagneic resonance : NMR) スベクト
ルはそれぞれ300，75 ~但z で BRUKERAC-300にて測定した.H-H COSY (H-H 
correlation spectroscopy) ， HMQC (1H-detected multiple quantum cohe町encespectrum) 





行った.成分4-A5.0 mgを無水ピリジン 1mlに溶解し，これに無水酢酸 1mlを加
え一晩室温にて放置した.反応を薄層クロマトグラフィー (MerckDC-Alufolien 
Kieselgel 60 F254) 上で展開液ヘキサン眉午酸エチル/メタノール (400:400:1) をもちい
て追跡した.反応終了後，メタノーノレ 10mlを加え，減圧条件下で溶媒を留去した.
残澄をシリカゲ、ルカラム (1g ; Wako gel，和光純薬)にチャージし混合溶媒ヘキサ





反応液を減圧濃縮し，得られた残澄を蒸留水 1凶に溶解し，前もって 0.1% (v/v) 
ギ酸水溶液で充填した Sep-Pak③ C18カートリッジにチャージした.このカートリッ
ジを0.1% (v/v) ギ酸水溶液 6mlで溶出し，酸加水分解物の極性画分を得た.次に
カートリッジをメタノール 6mlで溶出し低極性画分を得た.この低極性画分は溶媒
を留去した後chloroform-d中に溶解しN乱1Rサンプルとした.また極性画分から完全
に溶媒を留去，乾固したのち，残澄にトリメチルシリル化試薬 (drypyridine : 
-44 -
trimethy lchlorosilane : hexameth y ldisilazane = 10 : 1 : 2，v /v/v ) 1 mlを加え，超音波処理
を数秒間行い溶解させた.反応液を 15分放置した後，その 1凶を cGC分析に供試
した.分析にはキヤピラリ一カラム Qua“dr児ex♂⑧MS(包25m X 0.2お5mmI.D.，ρ0.25μm白h凶1 
thiclcness) を用い，検出lはまFID法で
(線速度 2お8.1cm即/minω).注入部および検出器の温度はそれぞれ 1800Cに保った.オー
ブン温度は開始温度 1600Cから 1oc加mで 1800Cまで上昇させた(全 20分).同様










にて行った. 1臼5% (ωv/向v) メ夕ノ一ル水溶液[刊0.1% (ωv/川Vり)キギ、酸を含む]でで、 3お50Cに平
衡化した YMC-p戸akODSふ-A(150 x 4.6 mm I.D.) に分析サンプル2却0μμlを注入した.
移動相の送液は日立 L-7九10∞O型ポンフプ。2台を用いてグラデデ、イエント溶出法で
メ夕ノ一ル始発濃度 1臼5%を2分間保つた後， 2 %/minで移動相中のメタノール比を
上昇させ，開始後 20分で37.8%まで上昇させた.次に 21分後にでメタノーノレが
100 %になるように上昇させカラムの洗浄を行った.洗浄を 2分間行った後 15%メ
タノールに再び戻した(全 25分間/1試料).移動相の流速は 0.75ml/minに保った.






を抗生物質検定用減紙(薄型， 8 mmI.D.東洋漉紙)にそれぞれ 1-100同になるよう
吸収させた.これを風乾させた後， PF 胞子 (10~加1， 9 cmプラスチックシャーレ)
を含むPSA培地上に置き， 250C暗所で20時開放置した.この癒紙のまわりの阻止
円を観察した.
次に，胞子の発芽阻害について検定した. 1 % (v/v)エタノールおよび 1% ( 
w/v) しょ糖を含む scopoletinもしくは scopolin水溶液 (0.1，0.01 mg/ml) にPF胞子
を懸濁 (105/m1)し250C，暗所で24時間振塗 (130中m) した.光学顕微鏡にて胞
子の発芽を観察し，発芽率を決定した.コントロールには 1% (v/v)エタノールお
よび 1% (w/v) しょ糖水溶液を用いた.
4・2・8 Scopoletinとscopolinの抵抗佐誘導好位
Scopoletinもしくは scopolinを前処理したソライロアサガオ幼苗における PF抵
抗性を検定した. 1 % (v/v)エタノールを含む scopoletinもしくは scopolin水溶液(
0.1-10 ppm) にソライロアサガオ幼苗の切り口基部を浸潰し20時間， 250C，明条件
下で保持した.この幼苗をPF胞子懸濁液 (105/凶， 0.05 % HYPuNeX@を含む)に移
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分取後の成分4-Aのuvスベクトルを測定したところ 340(3.96) ，291 (3.79) 













れDEPT(Distortionless Enh組 cementby Pol訂izationTransfer)測定結果より 1級およ
び2級炭素がそれぞれ 1つずつ， 3級炭素が 9つ， 4級炭素が 5つにそれぞれ帰属さ
れた.4級炭素のうち 1つはその化学シフトからカルボニル炭素で、あると思われた.
分子量とこれらの結呆から分子式を C16HI809(不飽和度 8) と推定した.また成分
4-Aアセチノレ化物のlH-NMRスペクトノレからアセチルメチル基が 4つ観測されたこ
とから成分4-Aには水酸基は4つ存在すると考えられた.以上にて水素シグナル 18







結果からこの cis配置エチレン骨格上の 2つの水素のうち一方 (7.67ppm)が芳香
環上の 2つの炭素 (110.0，113.0ppm)およびカルボニノレ炭素 (161.0ppm) と相関が
見られた.もう一方の水素 (6.34ppm) についても芳香環上の炭素 (113ppm)およ







Table 4・1Scopolinの化学シフト (ppmin pyridine-d5) 
Carbon (75 MHz) Proton (300 MHz) 





143.7 7.67 d (J=9.5)a) 
114.1 6.34 d (J=9.5) 
113.0 
110.0 7.04 s 
104.2 7.51 s 
101.8 5.79dσ=7.0) 
5.03 broad (hydroxy groups) 
79.1 4.19 ddd (J=9.6， 5.0， 2.1) 
78.5 4.40 dd (J=7.0， 6.3) 
74.7 4.42 dd (J=8.5， 6.3) 
71.1 4.35 ddσ=9.6，8.5) 
62.3 4.55 ddσ=12.0，2.1) 4.41 dd (J=12.0， 5.0) 
56.2 3.74 s 




Overhauser effect : NOE) を測定した.芳香環上の水素 (7.04ppm) に照射した結果，
7.67 ppmの水素に 7.5%の NOEが観測された.同様に 7.51ppmの水素に照射した
ところ 5.79ppmに，逆に 5.79ppmの水素に照射すると 7.51ppmにそれぞれ5.2%
および9.4%の NOEを観測した.また 3.74ppmのメトキシ水素に照射したところ
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でそれぞれ0.44，0.43， 0.11 nmoljg FWであった.また scopolinはそれぞれの組織に
0.08， 2.21， 0.59 nmoljg FW含まれていた.NPF処理後， scopoletin含量は全身(全














が見られた.これは NPF胞子懸濁液 (108/ml) とほぼ同等の蓄積量で、あった CPigure























対照区と差がなかった (Table4-3) . 
30 





Table 4-3 Scopoletinもしくは scopolin溶液中の PF胞子の発芽率














それぞれの処理区は 1% (v/v)エタノーノレおよび 1% (w/v)しょ糖を含む溶液で 24
時間行った.PF胞子密度は 105/mlで、行った.
Figure 4-8 NPF培養物処理後ソライロアサガオ茎下部の scopolet出含量.
それぞれの処理液による前処理を 20時間行った後の茎下部の scopoletin含
量の平均値を標準誤差 (n=3) とともに示している.











































化合物の蓄積(Baileyand Mansfield， 1982; Ni et al.， 1996)や細胞壁のリグ、ニン化による










がある (Sh紅釦eta1.， 1998) .これらの化合物のソライロアサガオ体内における挙動
を知るには，このような局在に関する知見が必要である. Scopoletinおよびscopolin
の含量は scopoletinの生合成に関わる酵素群，分解に関わると考えられる scopoletin
peroxidaseそして scopoletin-glucosyltransferase (Betηet al.， 1995; Breton et al.， 1997; 
Edwards et a1.， 1997)によって制御されていると考えられる. したがってこれらの酵
素の制御と抵抗性は何らかの関係があるかもしれない.
病害抵抗性と scopoletinの蓄積の関係についていくつかの報告がなされている.










が知られている(Chenet al.， 1993; Chen et al.， 1995; Wendehenne et al.， 1998; Chen et al吋
1993; Mehdy， 1994; Kauss et al.， 1994)・ Scopoletinもタバコのカタラーゼを阻害する














NPFのみでなく PF胞子懸濁液 (105胞子jml) 処理によっても scopoletinが誘導






































サツマイモつる割れ病菌 (F.o砂sporumf.sp. batαtas 0-17 : PF) の保存菌体は平
板ジャガイモ・しょ糖ー寒天培地にて保存した. この保存菌株をジャガイモーしょ糖ー寒







トグラフィー (Merck社製， Silica gel 60， 20g) を用いて分画した.移動相はヘキサ
ン府下酸エチル混合溶媒を用いた.混合比=20/1の混合溶媒で平衡化したカラムに試
料をチャージし，エアーポンプを用いて移動相を流した.混合比は 9/1から順に 8/2
， 7/3， 6/4， 5β， 4/6， 3/7， 0/1まで、酢酸エチル含量を徐々に増加させ最後にメタノー
ルをそれぞれ 300mlずつ分取した.各画分の組成は薄層クロマトグラフィー(1LC;
Merck DC-Alufolien Kieselge160 F254) 上で紫外吸収および50%硫酸を噴霧した後加
熱することにより確認した.ヘキサン/酢酸エチノレ=5/5から 0/1で溶出される画分
はI工C上で、単一成分で、あったため，合一し成分子A (63.5 mg) を得た.またヘキ
サン屑下酸エチル=9/1から 6/4で溶出される画分はシリカゲルフラッシュクロマト
グラフィーによる更なる分画が困難であると思われたため，合一し逆相 HPLCによ
る分画を行った. 250C~こ保ったカラム， COSMOSIL 5C18-AR (250X 10 mmI.D.) を
用いた.移動相 70% (v/v) メタノール水溶液で、このカラムを平衡化し試料を注入
した.これを流速3ml/minで同様の溶媒を流すことにより溶出させた.ピーク溶出











Fusarium oxsporum f.sp. batatas 0四17
cultu詑 d00 300 plates ofPSA medium (90mnu.D.) at 250C 
uoder白rkcoodition for 2 weeks 
silica gel flash column chromatography (Silica gel 60 Me四k，20g)
extracted wi出hexane，toluene and e也ylacetate 
coocentrated under the reduced 
(9印ng)






























Figure 5-1 Scheme of the procedures to extraction from PF and 
fractionation of the ex甘act.
活性成分の同定
reversed phase HPLC (meth組 ol/water)
COSMOSIL 5C18-AR 
5-2-3 
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Figure 5-5 Fusalanipyrone濃度とソライ ロアサガオ幼首長さ




長さは約 1.5cmと強い伸長阻害が見られた.また fus心anipyrone処理区で 0.1ppm以
上で葉部の白化現象が見られた.一方，レタス幼苗における伸長阻害活性について，
10ppm fusa加upyrone処理区のレタス幼苗は対照処理区と同等の長さ (2.6cm) となっ











が報告されている (Barreroet a1.， 1993)・また，同じく α-pyrone環を有する pestalo-
pyroneはアサガオの葉に壊死斑を生じさせる活性を有しているとの報告がある
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謝辞
枝うちかはす梅と梅
私が京都大学農学部生物調節化学研究室を知ったのは学部 3回生のときでした.
父が仕事上のつき合いで京都大学農学部の教授と知り合いになっており，その先生
が私の属している農芸化学におられると言うことを思い出したのがきっかけであり
ます.思えば大学受験浪人時代，京都大学農学部農芸化学科を志望したのもその先
生の「なんでもできるから来なさい」という言葉があったからだったと記憶してい
ます.この何やらただならぬ「縁」を感じずにはいられない先生こそ，上野民夫教
授であります.私は修士・博士過程あわせて 5年間 植物と菌の相互作用の生物有
機化学に関わりましたが このような環境とテーマ，そして「京都Jを与えてくだ
さいました上野民夫博士(京都大学大学院農学研究科・教授)に感謝いたします.
私が4回生の時のソフトボール 曇天の下，京都大学農学部農薬研究施設との
試合で私は打てませんでした.その時の相手のピッチャーが宮川恒博士でした.そ
の年度の終わり，関西・淡路大震災，地下鉄サリン事件と大事件の後，東京の農薬
学会で私は卒業論文研究の内容をまとめて発表をしました.その時，会場の後ろの
方に博士がおられたのを覚えております.その後先生は生物調節化学研究室に助教
授としてこられ ソフトボールも同じチームですることになりました.そのソフト
ボールの試合で私が大エラーをした後， I清水はもっと冷静なヤツやと思った」と
いわれたのを覚えております.化けの皮がはがれた後の，私に対して，実験方法や
方針，実験に関する議論，そして論文校正，さらには研究以外の事柄に関して，多
大なご助力を頂きました宮川恒博士(京都大学大学院農学研究科・助教授)に感謝
いたします.宮川博士は 5年間を通して，まさに燈台でありました.
修士，博士論文のテーマの原点で、ある非病原性フザリウムを用いたサツマイモ
つる割れ病の防除法を確立され，これについて私が研究することを快諾していただ
き，便宜を図ってくださいました小川套博士(九州農業試験場)に感謝いたします.
1998年の夏は雨のよく降る，それで、いてあっい夏でした.サツマイモ百が大量
に必要となり，茨城県農業総合センターに場所を借り実験を行うことになりました.
この時，現地でサツマイモの苗，各種培養菌体，および実験スペースを提供してい
ただき，かつ様々な便宜を図っていただいた，茨城県総合農業センター渡辺健博士
に感謝いたします.さらに渡辺博士には京都で栽培するためのサツマイモ苗，実験
に用いた NPFおよびPFの菌体と PCNB剤の提供にとどまらず，実験全般に関する
有益なアドバイスも頂きました.重ねて御礼申し上げます.また実験の合間を縫っ
て聞かせていただく圃場実験のお話や，広い農場の風景，夏のスイカ，温室の暑さ，
そして水戸駅前の「かにや」の味とにおいはいまも忘れられません.
研究室に配属されてから 6年間 様々な御指導頂きました中川好秋博士(京都
大学大学院農学研究科・助手)に感謝しユたします.中川博士には卒業論文研究を指
導していただきました.また博士から研究室生活を通して「研究とは何か」という
こと，そして「研究者とはいかにあるべきか」を学びました.そして，何度も熱い
助言を頂きました.中川博士とは対照的に，常に冷静で詳細な助言を頂きました，
赤松美紀博士(京都大学大学院農学研究科・助教授)に感謝いたします.私は赤松
博士にも常に真理を探究する「研究者」を学んだと考えております.
林治:換博士(現・韓国忠南大学校・助教授)には真菌の培養法や天然物の取り
扱いに関して様々な御指導賜りました.また井上雅文博士(現・大日本除虫菊株式
会社)，山中寿城先輩(現・宝酒造)には抗菌活性検定法や天然物取り扱いなどの
指導をしていただきました.3氏に頂いた御指導がいまの私の基礎であると感じ，
ここに厚く御礼申し上げます.また化合物の分子量の測定にあたり測定法に関する
御指導と，大気圧イオン化法質量分析計の使用を快諾してくださいました石原亨氏
(京都大学助手)に感謝します.
私の研究生活の手本としていつも念頭にあったのが山口博志先輩(現・日本農
薬株式会社)，岡漂敦司先輩(現・大阪大学助手)，宮下正弘先輩(現・カルフオ
ルニア大学デ、イビス校研究員)，岡田雅和先輩(現・宇部興産)，伊藤浩彰先輩
(現・三共株式会社)です.先輩方には実験に関するささいな質問にも丁寧に指導
していただきましたことに感謝いたします.また白武亮太郎君(現・大日本製
薬)，吉田圭君(現.三井化学)，山下昌宏君(現・ライオン)諸氏には入学以来
ともに研鎖しあい，また心のおけぬ友としてお互いに研究できたことを光栄に感じ
ます.長い研究室生活をともに過ごした西脇寿君，そして服部一成君(現・ファイ
ザー製薬)，中森朋子嬢(現・ユニチカ環境技術センター)，二橋陽一郎君(現・
日本オノレガノン)には公私に渡ってご助力頂きましたことに感謝し、たします.
私が修士2回生の春，丸い眼鏡をかけたうら若き 4回生が研究室に来ました.
彼は私の共同研究者として ipomeamaroneを合成するテーマを選んでいました.第一
声の「お願いします!Jに，彼の有機化学にかける熱意を感じつつ，私は詳しく合
成を教えることができない自分に不甲斐なさを感じたものです.にもかかわらず，
卒業論文研究を通して ipomeam訂one標品を合成し十分量を供給してくれた彼に，感
謝いたします.いまでは生物調節化学の合成を背負ってたつ重鎮にまで成長した彼
は植村一平君であります.ともに研究生活を通して磨き合えたこと，光栄でありま
す.また彼とともに研究室に配属された松田史生君にはすさまじいまでの実験への
こだわりと人間らしさを見せていただきました.また天野拓雄君とは腐れ縁を，村
井孝弘君には熱い助言をいただきました.ありがとうございました.これも同じく
4月.次の年，私が博士 1回生のとき，研究室に二人の女学生が鳴り物入りで配属
されてきました.そのうちの一人，藤森明日香嬢には植物の抵抗反応活性化剤の合
成と，これらの十分量の提供に感謝し 1たします.鳴り物入りのもう一人，浦上真知
子嬢，そして水口智江可嬢には日常の研究室生活で御世話になりました.ありがと
うございました.また渡辺文太君には実験の合間の気晴らしを始め，公私に渡って
御世話になりました.彼の存在は僕にとって，スメタナ作曲「我が祖国・モルダウ」
を聴いているようでありました.そして，博士課程最後の共同研究者は馬力のある
人でした.その人，斉藤福子嬢はPF培養物からの植物毒素の抽出，そしてそれら
の活性について興味深いデーターを供給してくださいました.ありがとうございま
した.また山田憲君，米本哲郎君，九沢征樹君(現・マルノ'¥)，そして石井正輝君，
森茂太郎君，森安右知子嬢，橋本隆秀君，阿野理恵子嬢，佐藤一行君，岸川英敏君，
高橋かおる嬢ー新山雅人君には公私に渡って御世話になりましたこと，共に研究室
生活を送れたことに感謝いたします.そして，研究室の試薬や器具の購入にはじま
り，その他研究室生活全般に渡って様々な便宜を図ってくださり，まさに縁の下の
力持ちとして研究生活を支えてくださいました宮下佐和子嬢と半井里佳嬢に厚く御
礼申し上げます.
最後に，病床からも常に私を叱略激励し続け，昨年，相前後して他界した鎌倉
の祖母・文子，伯母・暢子に本研究を捧げます.
